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Producción y evaluación de anticuerpos
desarrollados contra la proteína recombinante
de la cápside del virus tristeza de los cítricos
El presente artículo está basado en la investigación ″Evalua-
ción de anticuerpos para la proteína recombinante de la cu-
bierta del virus de la tristeza de los citricos″, galardonada con
el Premio de Investigación UANL 2007 en la categoría de
Ciencias de la Tierra y Agropecuarias, otorgado en sesión so-
lemne del Consejo Universitario de la UANL, en septiembre de
2007.
El virus de la tristeza (Citrus tris-
teza virus) CTV, con acrónimo
en español VTC) es de distribu-
ción mundial y ocasiona una de
las enfermedades más
destructivas en el cultivo de los
cítricos.1 La introducción del
CTV en una plantación común-
mente se efectúa mediante el
empleo inadvertido de material de propagación in-
fectado (yemas, plantas de vivero, etc.); la disemina-
ción posterior ocurre por medio de áfidos (princi-
palmente Aphis gossypii Glover y Toxoptera citricida
(Kirkaldy).1, 2
Actualmente existen más de 500 mil hectáreas
de cítricos en las diferentes zonas agroecológicas de
México, las cuales se consideran vulnerables al CTV,
por lo que el gobierno federal tiene establecida, des-
de 1993, la Campaña Nacional Fitosanitaria del
CTV, la cual tiene como objetivo detectar plantas
infectadas por el virus y su eliminación de las plan-
taciones. La conducción de la Campaña del CTV
se rige bajo la Norma Oficial Mexicana No. 031,3 y
se lleva a cabo a través de la Dirección General de
Sanidad Vegetal (DGSV) en coordinación con los
Comités Estatales de Sanidad Vegetal de cada esta-
do citrícola. La parte operativa del análisis de mues-
tras se realiza a través de una red de laboratorios
acreditados de diagnóstico fitosanitario, presentes
en diferentes partes del país. Hasta 2006, el mues-
treo incluyó más de 60,000 hectáreas distribuidas
en todo el territorio nacional, en las que se detecta-
ron 4,468 árboles positivos para el CTV, en un to-
tal de más de 1’500,000 muestras analizadas en los
20 estados citrícolas del país.4 La detección del CTV
en material de propagación de cítricos se lleva a cabo
rutinariamente mediante la técnica ELISA, para lo
cual se utilizan  estuches serológicos, de varias com-
pañías comerciales, principalmente de Estados Uni-
dos y España; por esta razón, anualmente se impor-
tan grandes cantidades de estuches serológicos
comerciales procedentes del extranjero. Los kits
comerciales son eficientes para la detección del CTV
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en muestras de cítricos,5 sin embargo, son costosos
y su disponibilidad en ocasiones no es inmediata.
En el laboratorio se ha efectuado la caracteriza-
ción serológica y molecular de varios aislamientos
del CTV,6,7 y se han desarrollado anticuerpos espe-
cíficos para la proteína del gen p25 de la proteína
de la cápside (CP) de varios aislamientos del CTV
expresada en Escherichia coli.8 En la presente publi-
cación se reporta la eficiencia de los anticuerpos de-
sarrollados para la proteína recombinante (rCP) del
CTV, como anticuerpos primarios (tapizado) y
como anticuerpos intermedios en pruebas de ELISA
indirecta, utilizando anticuerpos comerciales anti-
CTV como referencia.
Materiales y métodos
Descripción de los anticuerpos
Los anticuerpos evaluados en el presente estudio
(tabla I) se obtuvieron a partir de cultivos de
Escherichia coli BL21 transformados con el gen p25
CP del CTV.6 La proteína recombinante (rCP) de
los tres aislamientos se fraccionó en geles de polia-
crilamida a 12% en condiciones desnaturalizantes,
se dializó extensivamente en solución amortiguadora
y se empleó para inmunizar animales de laborato-
rio.6,8 Las inmunoglobulinas IgG presentes, deno-
minadas de aquí en adelante anticuerpos rCP, se pre-
cipitaron con sulfato de amonio y se ajustaron a
valores de 1 mg/ml (= 1.45 DO
280
).9
Pruebas sexológicas
El estudio se llevó a cabo utilizando la técnica
ELISA, en su modalidad de sandwich de doble anti-
cuerpo indirecto (DASI).10 La incubación con las
diferentes combinaciones de anticuerpos y antíge-
nos fue como sigue: anticuerpos primarios (tapiza-
do), 6 h a 37°C; antígeno, 16-18 h a 5°C; anticuer-
po intermedio, 4 h a 37°C; conjugado enzimático,
2 h a 37°C. Las lecturas de densidad óptica (DO) se
registraron en un espectrofotómetro Biotek EL 611.
Cuando se empleó conjugado enzimático acoplado
a fosfatasa alcalina, las lecturas de DO se efectuaron
a 405 nm (DO
405
) a los 60 min después de agregar
el substrato de p-nitrofenil fosfato. Cuando se em-
pleó conjugado a base de peroxidasa, la reacción
con el sustrato tetrametilbencidina  se detuvo a los
10 minutos con HCl y la densidad óptica se regis-
tró a 450 nm (DO
450
).
Protocolo de evaluación
En la tabla II se describen las combinaciones de
anticuerpos evaluados. Los anticuerpos rCP se em-
plearon a una concentración de 1.0 mg/ml para el
tapizado de las placas y como anticuerpos interme-
dios se evaluaron a concentraciones de 0.2 y 0.1
ml/ml. Como antígeno, se utilizó tejido de cítricos
infectado con los aislamientos T36,11 T55 y T66
del CTV12 en dilución 1:10 (p/v) en solución
amortiguadora de extracción. Como control nega-
tivo se utilizó tejido de cítricos sano desarrollado
en invernadero. Los conjugados enzimáticos de IgG
de cabra anti-IgG de conejo acoplada a fosfatasa
alcalina o IgG de cabra anti-IgG de conejo acoplada
a peroxidasa, según fuera el caso, se utilizaron a las
concentraciones recomendadas por los fabricantes.
Se efectuaron cuatro repeticiones por cada muestra
analizada con los diferentes aislamientos del CTV y
por cada testigo sano. Se consideraron resultados
positivos los valores de densidad óptica mayores a
tres veces el promedio de los testigos sanos o 0.100,
cualquiera que fuera mayor.13
Comparación de anticuerpos rCP con un estuche
comercial para la detección del CTV
Se evaluó, a manera de kit comercial, la combina-
ción de anticuerpos rCP de cabra T1 (3.0 µg/ml)
como anticuerpo primario y de conejo C3 (0.2 µg/
ml) como intermedio, y se utilizó para determinar
Tabla I. Anticuerpos rCP desarrollados contra la proteína
p25 recombinante de la cápside del virus tristeza de los
cítricos.
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Tabla II. Combinaciones de anticuerpos evaluados mediante
ELISA-DASI.
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su reactividad en una colección de 32 aislamientos
del CTV del estado de Nuevo León.14 El ensayo se
efectuó por duplicado y en forma paralela con el kit
de detección para el CTV de Agdia (SRA 78900/
1000, Elkhart, Indiana, USA). Se llevaron a cabo
cuatro repeticiones de cada aislamiento del CTV a
evaluar, y como controles para el ensayo se incluye-
ron: 1) tejido de cítricos crecido en invernadero (tes-
tigo sano); 2) muestra de tejido desecado (CTV in-
fectado) incluida en el kit de Agdia; 3) tejido de
cítricos infectado con los aislamientos del CTV
MX08 y MX14 (testigos positivos); 4) rCP MX14 +
tejido sano y rCP B227 + tejido sano  (100 mg de
rCP por ml de extracto de tejido sano).
Resultados
Experimento 1
Para la combinación cabra T1/conejo C3, los valo-
res de DO con el tejido infectado con los aislamien-
tos T36, T55 y T66 fueron de 0.444, 1.099 y 1.513,
respectivamente, con la dilución de 0.2 mg/ml del
anticuerpo intermedio. El valor del testigo sano fue
de 0.058 (figura 1A). Para la combinación cabra T1
/conejo C4, los valores de DO con el tejido infecta-
do con los aislamientos T36, T55 y T66 fueron de
0.279, 0.123 y 0.324, respectivamente, con la dilu-
ción de 0.2 mg/ml del anticuerpo intermedio. El
valor del testigo sano fue de 0.037 (figura 1A). Para
la combinación cabra T1/conejo C7, los valores de
DO con el tejido infectado con los aislamientos
T36, T55 y T66 fueron de 0.542, 0.117 y 1.021,
respectivamente, con la dilución de 0.2 mg/ml del
anticuerpo intermedio. El valor del testigo sano fue
de 0.011 (figura 1A). Para la combinación cabra T1/
conejo C8, los valores de DO con el tejido infecta-
do con los aislamientos T36, T55 y T66 fueron de
0.741, 0.101 y 1.268, respectivamente, con la dilu-
ción de 0.2 mg/ml del anticuerpo intermedio. El
valor del testigo sano fue de 0.005 (figura 1A). Para
la combinación cabra T1/conejo SD, los valores de
DO con el tejido infectado con los aislamientos
T36, T55 y T66 fueron de 0.370, 0.148 y 0.846,
respectivamente,  con la dilución de 0.2 mg/ml del
anticuerpo intermedio. El valor del testigo sano fue
de 0.013 (figura 1A). En términos generales, los
valores de DO para los tres aislamientos del CTV,
T36, T55 y T66 oscilaron en el rango de 0.200 y
1.500; en forma uniforme de reactividad positiva
con los anticuerpos evaluados. Asimismo, los valo-
res de DO de los testigos sanos fueron menores a
0.100 (figura 1A).
Experimento 2
Fig. 1. Comparación de anticuerpos rCP desarrollados para la
proteína de la cápside del virus tristeza de los cítricos para la
detección del virus en muestras de tejido sano e infectado con los
aislamientos T36, T55 y T66. A. Anticuerpos de cabra (T1) como
anticuerpos primarios, y anticuerpos de conejo (C3, C4, C7, C8
y SD) como intermedios. B. Anticuerpos de conejo (C3, C4, C7,
C8 y SD) como anticuerpos primarios y anticuerpos de cabra (T1)
como intermedios.
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En términos generales, para las combinaciones de
conejo C3, C4, C7 y C8 como tapizados y cabra
T1 como intermedio, los valores de DO con el teji-
do infectado con los aislamientos T36, T55 y T66
fueron en el nivel de 0.300 y 0.600, respectivamen-
te, con la concentración de 0.2 mg/ml del anticuer-
po intermedio. Los valores de tejido sano oscilaron
entre 0.050 y 0.090 (figura 1B). Para la combina-
ción SD/cabra T1, los valores de DO con el tejido
infectado con los aislamientos T36, T55 y T66 fue-
ron de 0.361, 0.349 y 0.425, respectivamente, con
la concentración de 0.2 mg/ml del anticuerpo in-
termedio. El valor del testigo sano fue de 0.210 (fi-
gura 1B). En ambos experimentos (1 y 2), los valo-
res de DO para los tres aislamientos del CTV fueron
ligeramente menores a los antes descritos, cuando
se empleó anticuerpo intermedio a  concentración
de 0.1 mg/ml (figura 1A y B).
Comparación de anticuerpos rCP con un estuche
comercial para la detección del CTV
En la figura 2 se comparan los valores de DO de la
combinación T1/C3 (figura 2A) con el kit de Agdia
(figura 2B), empleando la colección de 32 aislamien-
tos del CTV del estado de Nuevo León. Con la
muestra correspondiente al testigo sano se obtuvie-
ron valores de DO inferiores a 0.100 para ambos
kits de detección. Para el control positivo de Agdia
se obtuvieron lecturas de DO de 1.000 y 0.500,
para la combinación T1/C3 y kit de Agdia, respec-
tivamente (figura 2A y B). Para los aislamientos
MX08 y MX14, se obtuvieron lecturas de DO de
0.700 y 0.680, respectivamente,  para la combina-
ción T1/C3, y de 0.300 y 0.320 para la correspon-
diente del kit Agdia, respectivamente (figura 2A y
B). En términos generales, se obtuvieron valores
positivos de detección con DO entre 0.180 y 1.580
para la combinación T1/C3 y de 0.300- 2.000 para
el kit de Agdia (figura 2A y B). Las muestras corres-
pondientes a los aislamientos M L8A2, M L26 A11
y L L3 A16 dieron valores de DO inferiores a 0.100,
considerándose como negativos para la combinación
T1/C3 y el kit de Agdia. Los valores de DO obteni-
dos con tejido sano  mezclado con las rCPs de MX14
y B227 fueron de 0.390 y 0.320 y de 0.310; de
0.360 para la combinación T1/C3 y para el kit de
Agdia, respectivamente.
Discusión
Los anticuerpos desarrollados para la rCP mostra-
ron niveles aceptables de detección del CTV cuan-
do fueron empleados en forma combinada (figura
1A y B). No obstante, fue evidente que el sistema
tuvo mayores lecturas de DO cuando se empleó
como anticuerpo primario el desarrollado en cabra
(T1), en combinación con los anticuerpos interme-
dios desarrollados en conejo para los tres aislamien-
tos del CTV (figura 1A). Lo anterior demostró que
los anticuerpos rCP funcionaron bien como tales
para atrapar al virus en los ensayos ELISA (figura
1A y B), sobresaliendo la combinación cabra T1/
conejo C3 con las mayores lecturas de DO para los
tres aislamientos del CTV y menores para el testigo
sano (figuras 1A y 2A).
Aunque al comparar los valores de DO de la
combinación T1/C3 (figura 2A) fueron ligeramen-
te menores a los obtenidos con el kit de Agdia (figu-
ra 2B), cabe señalar que hubo un 100% de coinci-
dencia en ambos kits de detección en todas las
muestras que resultaron positivas y negativas para la
presencia del CTV; adicionalmente, los valores de
DO obtenidos en ambos ensayos serológicos se so-
metieron a las pruebas Kolmogorov-Smirnov y T-
Student, indicando que ambos kits de detección
fueron estadísticamente iguales al nivel de signifi-
cancia del 0.01 (datos no mostrados). Lo anterior
pone en evidencia la confiabilidad de la combina-
ción T1/C3 para detectar al CTV en muestras de
plantas infectadas con resultados comparables a un
kit comercial, como el de Agdia. Las diferencias en-
contradas con los valores de DO obtenidos con la
combinación T1/C3 con el kit de Agdia son simila-
res a las que normalmente se encuentran al compa-
rar diferentes kits comerciales para la detección
serológica del CTV.15 La falla en la detección del
CTV en las muestras M L8A2, M L26 A11 y L L3
A16 (figura 2A y B) con ambos sistemas de detec-
ción, posiblemente se haya debido a niveles de con-
centración del CTV en las muestras mencionadas,
por debajo de los niveles de detección propios de la
técnica ELISA. Los aislamientos del CTV del esta-
do de Nuevo León utilizados para la evaluación de
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Fig. 2. Comparación de anticuerpos rCP con un estuche comercial para la detección del CTV y evaluación de la proteína recombi-
nante como testigo positivo. A. Combinación T1/C3. B. Kit de Agdia. Ver descripción de tratamientos en materiales y métodos. En
la parte superior de cada barra se indica la desviación estándar de los valores de densidad óptica de cuatro repeticiones para cada
aislamiento del CTV.
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ambos kits de detección se mantienen confinados
dentro de estructuras de malla en el invernadero, lo
que ocasiona que las plantas normalmente manten-
gan niveles bajos de concentración viral, cuando se
analizan rutinariamente por ELISA. Esta caracterís-
tica los hace adecuados para fines de evaluación de
estuches comerciales para la detección del CTV.5,15
El empleo de la proteína recombinante (DO
405
=  0.300 - 0.400), para la combinación T1/C3 (fi-
gura 2A) y el kit de Agdia (figura 2B) puso en evi-
dencia su utilidad potencial como testigo positivo
en ensayos de detección serológica del CTV, sobre
todo por su uniformidad de reacción con anticuer-
pos de naturaleza totalmente diferente, como los
contenidos en ambos kits de detección (T1/C3 y
Agdia). La ventaja del empleo de la rCP como testi-
go positivo radica en la facilidad para manipular los
cultivos de E. coli transformados, que permiten la
producción de las cantidades requeridas a una con-
centración final conocida. Asimismo, por la unifor-
midad de su reactividad (figura 2A y B), que con-
trasta con las variaciones en concentración de
partículas del CTV en tejido infectado, aun en plan-
tas crecidas en condiciones uniformes en invernade-
ro y, por consecuencia, que impacta en los niveles
para su detección del virus.
En el programa de erradicación del CTV en Ca-
lifornia, USA,16,17 se emplean en forma rutinaria
anticuerpos desarrollados para la rCP del CTV;18
sin embargo, sólo se utilizan como anticuerpos in-
termedios para la detección del virus, y atrapan al
virus anticuerpos anti-CTV desarrollados en cabra
por los métodos convencionales a partir de prepara-
ciones purificadas del virus (M.L. Polek, comunica-
ción personal, 2004). En términos generales, se es-
tima que los resultados obtenidos en el presente
estudio (figuras 1 y 2) muestran las bondades del
empleo de los anticuerpos desarrollados para la rCP,
para discriminar muestras positivas y negativas para
la presencia del CTV.
Perspectivas
A nivel nacional, en los diferentes laboratorios de
diagnóstico fitosanitario, acreditados para realizar
el análisis masivo de muestras de cítricos se emplea
la técnica ELISA para la detección del CTV, me-
diante anticuerpos comerciales específicos anti-CTV,
particularmente de España y Estados Unidos. Los
estuches comerciales tienen un costo que oscila en-
tre $2400.00 y 3,000.00 pesos por cada 100 mues-
tras analizadas. Con estos valores, el análisis de las
más de 1’500,000 muestras en lo que va de la Cam-
paña del Virus de la Tristeza ha representado un costo
estimado arriba de los $20’000,000.00, sólo por el
concepto de kits comerciales importados del extran-
jero.
Finalmente, los anticuerpos evaluados en el pre-
sente estudio, y su potencial comercialización, ofre-
cen una opción viable junto con los otros kits co-
merciales disponibles para la detección del CTV.
Asimismo, ofrecen una alternativa para una posible
reducción de los gastos intrínsicos en la importa-
ción de productos del extranjero, así como evitar,
en cierta medida, que una campaña nacional, como
la relativa a la detección del CTV en México depen-
da de kits procedentes del extranjero.
Resumen
En el presente trabajo se desarrollaron anticuerpos
específicos contra la proteína recombinante del gen
p25 de la cápside (rCP) del virus tristeza de los cítri-
cos (Citrus tristeza virus = CTV), y se evaluaron en
pruebas ELISA indirecta con tejido sano e infecta-
do con el CTV. La combinación de anticuerpos rCP
desarrollados en cabra para el aislamiento MX14,
como anticuerpo primario (tapizado), y los desarro-
llados en conejo para los aislamientos MX08, MX14
y B227, como anticuerpos intermedios, funciona-
ron eficientemente con valores de densidad óptica
(DO
405
) entre 0.400 y 1.400, para tejido infectado
por el CTV, y menores a 0.100, con tejido de plan-
tas sanas. La combinación de anticuerpos rCP
T1(cabra anti-CTV MX14) como anticuerpo prima-
rio y C3 (conejo anti-CTV MX08) como anticuer-
po secundario fue igualmente efectiva como el kit
comercial de Agdia, para discriminar muestras posi-
tivas y negativas de una colección de 32 aislamien-
tos del CTV de Nuevo León, México. Adicional-
mente, las rCP de los aislamientos MX14 y B227,
mezcladas con tejido sano, fueron igualmente efec-
tivas que el tejido infectado por el CTV como con-
trol positivo en pruebas ELISA, con valores de 0.300
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y 0.400 de DO
405
. Se discute la aportación de los
resultados obtenidos en apoyo a la Campaña Na-
cional de Detección del Virus Tristeza de los Cítri-
cos en México.
Palabras clave: Anticuerpos policlonales, Detección,
ELISA, Estuches comerciales.
Abstract
Polyclonal antibodies specific for the recombinant
coat protein (rCP) p25 gene of the Citrus tristeza
viral capsid (Citrus tristeza virus = CTV), were
developed and evaluated using healthy and CTV
infected tissue. The combination of rCP antibodies
developed in goats for isolate MX14 used as primary
(coating) antibodies, and rCP antibodies developed
in rabbits for isolates MX08, MX14, and B227 as
secondary antibodies, reacted efficiently, with
optical density (OD
405
) values between 0.400 and
1.400 for CTV infected tissue and less than 0.100
for healthy tissue. The combination of rCP
antibodies T1 (goat anti-CTV MX14) as primary
antibody and C3 (rabbit anti-CTV MX08) as
detection antibody was just as effective as the
commercial kit from Agdia for positive and negative
sample discrimination from a collection of 32 CTV
isolates from Nuevo Leon, Mexico. In addition, the
rCP from isolates MX14 and B227 mixed with
healthy tissue, were equally effective as positive
controls in ELISA tests, with OD
405
values in the
range of 0.300 and 0.400. The relevance of this work
supporting the National Campaign for the
Monitoring of CTV in Mexico is discussed.
Keywords: Polyclonal antibodies, Detection, ELISA,
Commercial kits.
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